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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳心筋炎ウイルス（EMCV）が、その非構造 2Bタンパク

質で NLRP3インフラマゾームを活性化させて、炎症に関わるサイトカイン（IL-1beta）を誘導

していることを明らかにした。これはこれまでに知られていた RNAウイルス認識機構とは異な

る全く新しいウイルス認識機構である。また麻疹ウイルスの非構造 Vタンパク質が NLRP3と相

互作用してその活性化を抑制していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that the 2B viroporin from 

encephalomyocarditis virus (EMCV) activates NLRP3 inflammasome by increasing 

intracellular Ca2+ levels. In addition, measles virus V protein was found to be inhibit the 

activation of the NLRP3. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) RIG-Iや AIM2 inflammasome によるウ
イルス認識機構はよく理解されているが、
NLRP3 inflammasome によるウイルス認識
機構はほとんど明らかになっていなかった。 

 

(2) EMCVは NLRP3 inflammasome を活性
化することが報告されていたが、そのメカニ
ズムは明らかにされていなかった。 

 

(3) 麻疹ウイルスが NLRP3 inflammasome

を活性化するかどうかは全く知られていな
かった。 

 

２．研究の目的 

(1) EMCV や麻疹ウイルスによる NLRP3 

inflammsome の活性化メカニズムを明らか
にすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) EMCVのウイルス RNAを抽出し、骨髄マク
ロファージに transfectionしたあと、IFN-b
の mRNAレベルと定量 PCRで、培養上清中の
IL-1bを ELISAで測定した。 
 
(2) EMCVの 2A, 2B, 2C遺伝子を発現する組
換えレンチウイルスを作製し、LPS刺激骨髄
マクロファージに感染後、培養上清中の
IL-1bを ELISAで測定した。 
 
(3) HeLa細胞に、NLRP3発現プラスミドと
influenza M2, EMCV 2A, 2B, 2C遺伝子を発
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現するプラスミドを co-transfection後、
NLRP3の細胞内局在を confocal microscopy
を用いて観察した。 
 
(4) 骨髄マクロファージに EMCVを感染させ
て、BAPTAや EGTA存在下での培養上清中に産
生される IL-1bの量を ELISAで測定した。 
 
(5) HeLa細胞に、G-GECO1発現プラスミドと
EMCV 2A, 2B, 2C遺伝子を発現プラスミドを
co-transfectionしたときの、EGFPの蛍光を
confocal microscopyで、EGFPの発現量を W.B.
にて確認した。 
 
(6) Vタンパク質欠損麻疹ウイルスを THP-1
細胞へ感染させて、培養上清中に出てくる
IL-1bを ELISAで測定した。 
 
(7) Vタンパク質と NLRP3発現プラスミドを
293T細胞へ co-transfection後、Vタンパク
質特異的抗体で免疫沈降したあとの NLRP3の
発現を W.B.にて確認した。 
 
４．研究成果 
(1) EMCVによる NLRP3活性化メカニズム 
EMCVのウイルス RNAを抽出し、骨髄マクロフ
ァージに transfection すると、IFN-b mRNA
が誘導されたが、培養上清中には検出可能な
IL-1bが検出できなかった。そこで、EMCVの
viroporin である 2B に注目し、2B 発現レン
チウイルスを LPS刺激マクロファージに感染
させるとそれだけで培養上清に高いレベル
の IL-1bを検出するようになった。HeLa細胞
を NLRP3 と EMCV 2B 発現プラスミドで
co-transfection すると NLRP3 が核周囲に局
在し（核周囲への集積は活性化した NLRP3の
特徴）、2B と共局在するようになった。また
BAPTA存在下では、EMCV感染による IL-1bの
誘導が抑制されたことから、EMCV感染による
IL-1bの誘導には、2Bタンパク質が小胞体や
ゴルジ体の Ca2+を細胞質中に流出されるこ
とが必要であることが示唆された。また
G-GECO1と 2B発現プラスミドを HeLa細胞へ
co-transfection することにより、EMCV 2B
が特異的に小胞体やゴルジ体の Ca2+レベル
を低下させていることが明らかとなった。 
 
(2) 麻疹ウイルスによる NLRP3の抑制効果 
麻疹ウイルスが caspase-1依存的に THP-1細
胞から IL-1bを誘導していることを明らかに
した。またノックダウン細胞を用いた研究か
ら、麻疹ウイルスは RIG-I inflammasome で
はなく、NLRP3 inflammsome 依存的に IL-1b
を誘導していることを明らかにした。さらに
麻疹ウイルスの Vタンパク質発現 THP-1細胞
は、NLRP3 inflammasome依存的な IL1-bの産
生を有意に抑制した。最後に、麻疹ウイルス

の Vタンパク質が NLRP3と相互作用している
ことを明らかにした。これらのことから、麻
疹ウイルスはその非構造タンパク質である V
タンパク質が NLPR3と相互作用することによ
り、inflammasomeの活性化を抑制しているこ
とが明らかとなった。 
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